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Введение 

Если рассматривать вопрос широко, 
надо признать, что сохранение здоровья 
каждого члена человеческой популяции 
является вкладом в сохранение генетичес- 
ких ресурсов человечества в целом. На се- 
годняшний день мы наблюдаем в медицине 
активное применение биотехнологических 
методов, в частности, клеточной терапии. 
Создающиеся хранилища аутологичной 
крови, стволовых клеток и специализиро- 
ванных клеток имеют очевидное отноше- 
ние к сохранности генетического материа- 
ла человека [1]. 

Одним из новых материалов для био- 
технологии является ткань хориона. Пер- 
спективность использования хориальной 
ткани заключается в том, что она являет- 
ся полифункциональной в эндокринном и 
иммунологическом отношении, секрети- 
рующей хорионический гонадотропин, со- 
матотропин, прогестерон, репродуктивные 
иммуномодуляторы, цитокины, интерлей- 
кины, в частности, ИЛ-1В, ФНО-0, ИЛ-6 и 
др. [2, 3]. Наряду с большим спектром био- 
логически активных веществ ткань хорио- 
на содержит клетки-предшественники раз- 
личной степени дифференцировки [4, 5]. 

Целью нашей работы было получе- 
ние, криоконсервирование и оценка фун- 
кциональной активности суспензии кле- 
ток хориона. 

Материалы и методы 

В экспериментах использован утиль- 
ный материал (6-9 недель гестации), полу- 
ченный в результате легальных абортов 
от здоровых женщин с их добровольного 
согласия после консилиумного решения 
врачей. Материал был проверен на отсутс- 
твие инфицирования методом ПЦР бакте- 
риальной обсемененности рутинными ме- 
тодами. Ворсинчатую часть ткани хориона 
подвергали ферментативной дезагрегации 
[6]. Полученную суспензию криоконсер- 
вировали по 3-х этапной программе с пос- 
ледующим хранением в жидком азоте [7]. 
В качестве криопротекторов использова- 
ли ДМСО, 1,2 пропандиол (1,2 ПД), глице- 
рин, оксиэтилированный глицерин (ОЭГ) 
[8]. Криоконсервированные образцы отог- 
ревали на водяной бане. В нативных и де- 
консервированных образцах проводили 


оценку количества жизнеспособных кле- 
ток при помощи трипанового синего, со- 
держание СО 34+ клеток и их жизнеспо- 
собность (тест набор 7ААО) определяли 
методом проточной цитофлюориметрии 
на приборе ЕАС$ СаПНФиг фирмы Весюп- 
ОкЕзоп (США) с использованием реа- 
гентов Вес{оп-О1сКи5оп. В нашем распо- 
ряжении были моноклональные антите- 
ла СОЗ4+РЕ (клон 201). Также исследова- 
ли функциональную активность митохон- 
дрий при помощи флуоресцентного зонда 
ТС-1 методом люминесцентной микроско- 
пии. Статистическая обработка получен- 
ных результатов проводилась по методу 
Стьюдента-Фишера. Достоверными счита- 
ли значения при р<0,05. 
Результаты 

Первым этапом работы было отработ- 
ка метода получения суспензии клеток хо- 
риона с максимальным числом жизнеспо- 
собных клеток. Методы механической де- 
загрегации приводят к получению суспен- 
зий с низким выходом жизнеспособных 
клеток (357%), поэтому альтернативой 
является ферментативная дезагрегация. 
При использовании раствора трипсина 
(0,25%) суспензия клеток хориона имела 
жизнеспособность 90+6%, при использова- 
нии раствора колагеназы (0,1%) - 50+7%, 
сочетание растворов трипсина и Версена 
— 87+6%. Максимально эффективным бы- 
ло сочетание растворов трипсина и колла- 
геназы, когда количество жизнеспособных 
клеток хориона составила 94+5%. 

Криоконсервирование клеток хорио- 
на в среде без криопротектора приводит к 
гибели большей части клеток. Нами были 
проведены эксперименты по подбору наи- 
более часто используемых в практике кри- 
опротекторов и их концентраций для ис- 
следуемого объекта. Полученные резуль- 
таты представлены в таблице. Как показы- 
вают полученные результаты, добавление 
в среду криоконсервирования 10% ДМСО 
приводит к сохранению максимального 
числа жизнеспособных клеток. Защитные 
свойства рассмотренных криопротекторов 
для клеток хориона можно расположить в 
следующей последовательности: 10% ДМ- 
СО > 10% глицерин > 5% оксиэтилирован- 
ный глицерин > 5% 1,2 ПД. Различная эф- 
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Жизнеспособность криоконсервированной суспензии клеток хориона (п=10, М-+т) 


Криопротектор Жизнеспособность, % 
Контроль (без криопротектора) 16+3 
ДМСО, 5% 79+4* 
ДМСО, 10% 88=3* 
ДМСО,15% 61=7* 
ДМСО, 20% 35=4* 
1,2 ПД 5% 32=7* 
1,2 ПД 10% 204 
1,2 ПД 15% 14+6 
1,2 ПД 20% 5=2* 
Глицерин, 5% 70-7* 
Глицерин, 10% 75=5* 
Глицерин,15 % 58+3* 
Глицерин, 20% 185 
ОЭГ5% 55=6* 
ОЭГ 10% 48+8* 
ОЭГ 15% 40+3* 
ОЭГ 20% 36=5* 


Примечание: * - достоверно относительно контрольных значений р<0,05 


фективность в использовании рассмотрен- 
ных криопротекторов обусловлена осо- 
бенностями их механизмов действия, а так 
же различной клеточной проницаемостью. 
Так, несмотря на то, что ДМСО и 1,2 ПД 
относят к группе проникающих криопро- 
текторов, механизмы их защитного дейс- 
твия отличаются. 

В свежевыделенной суспензии кле- 
ток хориона содержания СО 34* состави- 
ло 3,9+0,4% с жизнеспособностью 95+3%. 
Криоконсервирование клеточной суспен- 
зии под защитой 10% ДМСО не приводи- 
ло к существенному снижению рассматри- 
ваемых показателей: содержание СШ 34+ - 
3,4=0,2% с жизнеспособностью 87+5%. 

Одним из тестов, характеризующим 
функциональное состояние клетки являет- 
ся тест на взаимодействие внутренних мем- 
бран митохондрий клетки с потенциал-зави- 
симым флуоресцентным красителем 7С-1. 
По наблюдаемому свечению клетки можно 
судить об интенсивности синтетических про- 
цессов в клетке. При окрашивании нативной 
суспензии хориона зондом ]С-1 наблюдали 
ЗОММАКУ 


красное свечение клеток хориона. Криокон- 
сервирование не приводило к изменению ха- 
рактера свечения в клетках хориона. 
Результатом наших исследований яви- 
лось получение перспективного криокон- 
сервированного препарата для биотехно- 
логии, характеризующегося высокой жиз- 
неспособностью клеток, содержанием кле- 
ток-предшественников, а так же сохран- 
ностью структур митохондрий. Кроме то- 
го, имеются новые перспективы в исполь- 
зовании клеточного материала в репара- 
тивно-регенеративных процессах организ- 
ма посредством трансплантации органелл 
клетки и восстановлении утраченных фун- 
кций конкретных клеток организма. Пос- 
ле появления работ Центра генной тера- 
пии [9], где доказательно был показан ми- 
тохондриальный перенос от неповрежден- 
ных стволовых клеток и фибробластов в 
клетки-реципиенты с поврежденными ми- 
тохондриями, вполне реальным является 
восстановление функциональной полно- 
ценности клеток организма посредством 
сокультивирования с клетками-донорами. 


1 Шегебеагсв Феге аге ргезеше@ Ше гези! 5 оп оао апд сгуоргезегуайоп оЁспогтоп се|5’ ргерагайоп 
ипдег ОМ$О, 1,2 ргорапе 4101, 2усего|, охуе у ае4 зусего! ргоесйоп. Тве оате@ гезиН$ фезййеа 
{Ва( сгуоргезегуайоп уИВ 3-%аге ргозгат шт 10% ОМ$О ргезепсе епае@ Ше 5ауте а ШВ регсепазе оЁ 
уаЫе себ, 414 по сацзе Фе сВапре СО 34+ сеЙ5 сощепЕ ап@ ргезегуе4 шйоспопана| фапсбопа! асбуНу. 
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УЛЬТРАЗВУК МОЖЕТ ИЗМЕНЯТЬ 
ПРОНИЦАЕМОСТЬ ЗАРОДЫШЕВЫХ ОБОЛОЧЕК 


АМФИБИЙ 


Низкая проницаемость зародышевых 
оболочек гидробионтов для воды и кри- 
опротекторов является одной из основ- 
ных причин отсутствия успехов при кри- 
оконсервации зародышей. Зародышевые 
оболочки можно удалить механическим, 
микрохирургическим или ферментатив- 
ным способами. Однако такие способы 
нарушают целостность зародышей. Это 
обстоятельство приводит к поиску более 
щадящих методов обработки зародышей 
с целью увеличения проницаемости обо- 
лочек для воды и криопротекторов. Од- 
ним из таких методов может служить воз- 
действие на зародыши высокочастотного 
ультразвука, который, как известно, вы- 
зывает изменение проницаемости био- 
логических мембран для целого ряда ве- 
ществ (РазесбиК, Зоко]оу, 1973; Випау е+ 
а[., 1978; Ворг апа Коопеу, 1978; Пашовкин, 
1981, 1998; Вишневский, 1990). Мы изуча- 
ем возможность изменения проницаемос- 
ти зародышевых оболочек амфибий под 
воздействием непрерывного ультразвука 
при сохранении зародышами способности 
к развитию (Мельникова и др., 2005; Уте- 
шев и др., 2006). 

В настоящей работе представлены дан- 
ные о действии ультразвука на развитие 
зародышей амфибий (травяная лягушка 
Капа 1етротата ) и на проницаемость их 
зародышевых оболочек для флуоресцент- 
ных красителей. 

Для обработки ультразвуком зароды- 


ши на стадии бластулы помещали в спе- 
циально сконструированную камеру. Ис- 
точником ультразвука служила установка 
УЗТ-1.026. Частота ультразвука составля- 
ла 0,88 МГи, или 2,64 МГц. Интенсивность 
ультразвука варьировали от 0,05 Вт/см? 
до1,0 Вт/см?. Длительность воздействия из- 
меняли в разных сериях эксперимента от 1 
до 15 минут. 

Состояние зародышей после действия 
ультразвука оценивали по числу зароды- 
шей, выживших до стадии выклева. Об 
изменении проницаемости зародышевых 
оболочек после обработки ультразвуком 
судили по наличию флюоресценции в меж- 
клеточном пространстве и/или в клетках 
зародышей после флуорохромирования 
в растворах 1-анилино-8-нафталино суль- 
фоната (АНС), флуоресцеиндиацетата 
(ФДА), или флуоресцеина (Ф). Для визу- 
альной оценки и регистрации использова- 
ли модифицированный люминесцентный 
микроскоп ЛЮМАМ-ИЗ (ЛОМО, Россия). 
Контролем служили флуорохромирован- 
ные зародыши амфибий, не подвергавши- 
еся воздействию ультразвука. 

Действие ультразвука на развитие 
зародышей амфибий. Как можно видеть 
на рис. 1, в контроле лишь 66% зародышей, 
отобранных на стадии бластулы, достига- 
ли стадии выклева. После воздействия уль- 
тразвуком с частотой 0,88 МГц и интенсив- 
ностью 0,05 Вт/см? число развивающихся 
до выклева зародышей увеличивалось: пос- 
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